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1 利用 MiSeq 测序 技术 分 析 锦 江 牛 瘤胃 细菌 多 样 性 
2 aK KEALE 看 明仁 ” 熊 小 文 温 庆 琪 。 许 兰 娇 


= 


3 (江西 农业 大 学 江西 省 动物 营养 重点 实验 室 ， 营 养 饲 料 开发 工程 研究 中 心 ， 南 昌 330045) 
4 ” 摘 要: 本 研究 旨 在 利用 MiSeq 高 通 量 测序 技术 揭示 锦江 牛 瘤 骨 细 菌 组 成 及 多 样 性 。 选 用 3 


5 ” 头 装 有 永久 性 瘤胃 瘘管 的 锦江 牛 成 年 公牛 [体重 (4004+20) kg]， 和 采集 瘤胃 液 样品 后 提取 台 


6 DNA， 对 瘤胃 细菌 的 16S rDNA 序列 V4~V5 区 进行 MiSeq 测序 ,分析 物种 的 丰 度 、 分 布 
7 ”及 a- 多 样 性 。 结 果 表 明 : 3 个 样本 共 获 得 56 763 条 高 质量 16S rDNA 序列 ，946 个 分 类 操作 
8 ”单元 (OTU) ， 锦 江 牛 瘤胃 细菌 丰富 度 指数 Chao 指数 、Ace 指数 分 别 为 836、841，o- 多 样 


9 ”性 指数 Shannon 指数 、Simpson 指数 分 别 为 4.96、0.021 5; 经 过 物种 注释 ，15 个 门 、23 个 


10 426 个 科 以 及 44 个 属 在 所 有 样品 中 被 鉴定 ,在 门 水 平 , 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes)(64.37%)、 


11 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) (21.20%) PIAJE ki] (Proteobacteria) (7.59%) 数量 最 多 ; ÆA 


12 KF, EARRA (Bacteroidia) (52.88%) PIRR (Clostridia) (17.03%) ; 在 


aon 13 ， 科 水 平 ， 主 要 包括 普 雷 沃 氏 菌 科 (Prevotellaceae) (36.26%) . 344 ER CRuminococcaceae ) 


N 14 (9.33%) 和 毛 螺 落 科 CLachnospiraceae) (4.89%) ; 在 属 水 平 ， 优 势 细菌 主要 包括 普 雷 沃 


15 RA Prevotella) (28.9796) ~ WFE ES  ( Paraprevotella ) (3.08% ) . FRAT TAR CRikenella ) 


16 (2.28%) . ij IV CClostridium IV) (1.77%) 、 解 琥珀 酸 兰 属 CSucciniclastium) (1.62%) 
H EPEAT EAR: 


18 锦江 牛 瘤胃 中 最 优势 菌 门 是 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes) ， 其 次 是 厚 壁 菌 门 (Firmicute) ; 3X 


ANS 


17 ”和 瘤胃 球菌 属 (Ruminococcus) (1.53%) 。 结 果 证 明 ， 锦 江 牛 瘤胃 


© 19 ARAE (Prevotella) 是 锦江 牛 瘤胃 中 最 优势 细菌 属 。 


20 ”关键 字 : 锦江 牛 ; 瘤胃 细菌 ; 多 样 性 ，MiSeq 测序 


21 ”中 图 分 类 号 : S823; $852.2 


22 瘤胃 微生物 是 指 栖息 在 反刍 动物 瘤胃 中 的 微生物 ， 对 反刍 动物 的 生长 ， 特 别 是 消化 代 
23 ，” 谢 具有 特殊 的 意义 103。 瘤 骨 微 生物 与 反刍 动物 的 共生 现象 由 来 已 入， 与 宿主 表现 出 共 进 化 
24 ”的 特点 四 。 因 此， 瘤 角 微生物 群落 结构 是 常 被 用 来 反映 宿主 遗传 背景 的 重要 指标 9。 尤其 
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ChinaX ive 


是 其 中 的 瘤胃 细菌 ， 种 类 最 为 繁多 、 数 量 最 为 巨大 ， 不 仅 是 瘤 骨 微 生物 中 最 主要 的 功能 群 ， 
而 且 ， 相 比 原虫 而 言 ， 瘤 骨 细 戎 种 群 的 种 间 差 异 要 远 远 大 于 种 内 差异 加， 更 能 反映 宿主 品种 
的 差异 性 。 中 国 是 拥有 和 牛 品种 最 多 的 国家 , 但 目前 在 牛 方面 对 瘤 骨 微 生物 的 研究 多 以 荷 斯 坦 
和 牛 等 大 品种 为 研究 对 象 C3， 对 小 品种 牛 ， 特 别 是 我 国 特有 的 牛 品种 的 瘤 骨 微生物 群落 结构 
及 多 样 性 的 了 解 有 限 。 锦 江 牛 属于 我 国 南 方 小 型 黄牛 ， 具有 了 耐 热 性 好 、 耐 粗 饲 、 役 力 较 强 等 
特点 ， 是 极其 宝贵 的 地 方 品种 资源 ， 主 要 分 布 于 江西 省 西北 部 、 锦 江 中 游 的 低 丘 岗地 和 平原 


个 


地 区 ，2006 年 调查 存栏 量 超过 100 万 头 。 目 前 对 饥 江 和 牛 的 研究 多 集中 在 资源 调查 及 营养 调 
控 上 ， 对 锦江 牛 瘤 骨 微 生物 的 研究 尚未 见报 道 。 本 研究 利用 MiSeq 高 通 量 测序 技术 ， 分 析 
锦江 牛 瘤胃 菌 群 结构 及 多 样 性 ， 旨 在 为 我 国 南方 黄牛 种 质 资源 的 开发 利用 呐 定 基础 ， 也 为 锦 
江 牛 微 生 态 营养 的 深入 研究 提供 参考 。 
1 材料 与 方法 
1.1 样品 采集 

选择 3 头 安装 有 永久 性 瘤 骨 瘘管 的 锦江 牛 ， 体 重 (400420) kg， 供 瘤胃 液 采 集 。 试 验 


动物 单 栏 饲 喂 、 自 由 饮水 。 饲 粮 精 料 为 玉米 -豆粕 型 ， 粗 料 为 稻草 ， 精 粗 比 20:80。 每 天 08:00 


和 17:00 饲 喂 。 采 样 日 于 晨 喂 前 采集 瘤 骨 液 ，4 层 灭 菌 纱布 挤 压 过 滤 后 ， 分 装 后 迅速 放 入 液 


RUE, -80 'C 保 存 备用 。 


1.2 基因 组 DNA 提取 及 MiSeq 测序 


取 0.5 mL 瘤胃 液 样 品 进行 瘤胃 微生物 基因 组 DNA 的 提取 , DNA 提取 按照 天 根 生化 科 


技 (北京 ) 有 限 公 司 生 产 的 细菌 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 说 明 书 进行 。 采 用 NanoDrop-ND1000 


测定 提取 的 DNA 浓度 ， 并 利用 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 检测 DNA 提取 质量 。 提 取 质 量 合格 的 


X: 


DNA 样品 ， 送 上 海 美 吉 生 物 公司 对 细菌 16S rDNA V4~V5 X (515F~907R) 进行 测序 ， 测 


序 使 用 [lumina MiSeq PE250 测序 平台 。 
13 ”生物 信息 学 分 析 


对 测 得 的 原始 数据 进行 质量 控制 , 舍弃 低 质 量 序 列 (read 尾部 碱 基质 量 <20， 质 控 后 的 


read<50 bp) ， 获 得 的 高 质量 序列 用 Usearch 7.1 软件 进行 聚 类 ， 以 16S rDNA 序列 97% 的 相 


似 度 作为 分 类 操作 单元 (operational taxonomic unit, OTU) 的 划分 标准 。 获 得 的 OTU 与 RDP 


数据 库 (Release 11.1, http://rdp.cme.msu.edu/) 比 对 ， 通 过 RDP Classifier 鉴定 OTU 代表 性 
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序列 的 微生物 分 类 地 位 。 丰 富 度 指数 (Chao, Ace) 和 多 样 性 指数 (Shannon, Simpson) 的 


ts 


2 & 


2.1 


利用 Mothur 1.30.1 4x44 
果 
锦江 牛 瘤胃 菌 


为 4.96、0.021 5。 


2.2 


JERE DAT] (Firmicutes) (21.20%) 和 变形 菌 
的 菌 门 〈 表 1) 。 其 他 菌 
Bh ER 


浮 霉菌 门 (Planctomycetes) . AAI] (Chloroflexi) 、 互 养 


锦江 牛 瘤胃 菌 群 结构 


群 a- 多 样 性 
经 数据 前 处 理 , 从 3 个 样本 中 获得 
根据 序列 相似 性 97 97K AI 


m 


ASK 


FE, GaP RI 


56 763 条 高 质 


H 


RIS 


ES 


16S rDNA 序列 ,平均 长 度 393.74 bp, 
FE 划分 得 到 的 OTU 总 数 为 946 ^^. 在 OTU KP, 3 个 样品 的 平均 丰 
富 度 指数 Chao 指数 、Ace 指数 分 别 为 836、841， 多 样 怕 


FE 指 数 Shannon 指数 、Simpson 指数 


菌 有 15 个 门 被 鉴定 ， 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes) (64.37%) ~ 


门 〈Proteobacteria) (7.59%) 是 相对 含量 最 多 


门 ， 如 纤维 杆菌 门 〈Fibrobacteres) 、 螺 旋 体 门 (Spirochaetes) 、 
AMI] (Lentisphaerae) 、 柔 膜 菌 门 (Tenericutes) ~ StF KI] CVerrucomicrobia) 、 


|] CSynergistetes) 、TM7、 


迷 踪 菌 门 (Elusimicrobia) . Hilal] (Cyanobacteria) #13 H Ri] ] (Armatimonadetes) 也 存 


在 所 有 个 体 上 


TUBE (Clostridia) 相对 


PF， 但 相对 含量 较 低 。 在 纲 水 平 


l) 


含量 最 


， 鉴 定 出 23 个 纲 ， 其 


中 拟 杆菌 纲 (Bacteroidia ) 


量 最 多 ， 分 别 占 总 菌 的 52.88% 和 17.03%。 其 次 是 萌 脂 杆菌 纲 


(Sphingobacteria) 、Y- 变 形 菌 纲 (Gammaproteobacteria) 和 Negativicute。 


有 个 体 中 被 鉴定 ， 


xt—7 b 


其 


普 雷 沃 氏 菌 科 (Prevotellaceae ) (36.26% )、 瘤 骨 


化 分 类 水 平 ， 仅 有 70.29% 和 54.26% 的 序列 可 以 鉴定 到 科 和 


He 


ES 


Bo 26 个 科 在 所 


科 (CRuminococcaceae ) 


(9.33%) 和 和 毛 螺 菌 科 (Lachnospiraceae) (4.89%) 相对 含量 最 多 ， 


FF Ei FI Sphingobacteriaceae ) , #4 
紫 单 胞 菌 
44 种 属 在 所 有 样品 ! 


其 他 优势 科 ， 包 括 鞘 脂 


F} (Porphyromonadaceae) 和 氨基 酸 球菌 科 CAcidaminococcaceae) 等 。 在 


LT Ea + (Rikenellaceae ) . $2 3H Be al PS E Succinivibrionaceae )、 


= SJZ. 
BKF, 


被 鉴定 。 普 雷 沃 氏 菌 属 (Prevotella) 相对 含量 最 多 ， 占 总 菌 的 28.97%. 


其 次 是 帕 拉 普 氏 菌 属 (Paraprevotella)、 理 研 菌 属 (Rikenella)、 梭 菌 _IV (Clostridium_IV) ~ 


SUARA CSucciniclastium) FURS PRA 


Table 1 


表 1 锦江 牛 瘤胃 细菌 在 门 、 纲 、 科 和 属 4 个 水 平 的 相对 含 由 


Relative abundance of bacteria phylum, class, family and genus in the rumen of Jinjiang 


Æ (Ruminococcus) 。 


[m 


| 


201711.00514v1 


chinaXiv 


80 


81 


分 类 
Classifi 
拟 杆 菌 


帕 拉 普 
紫 单 胞 


cattle % 


cation 


|] Bacteroidetes 


2 Bacteroidia 


沃 氏 菌 科 Prevotellaceae 


氏 菌 属 Prevotella 


KE Paraprevotella 


fel + Porphyromonadaceae 


Paludibacter 


理 研 菌 


科 Rikenellaceae 


理 研 菌 


= Rikenella 


亩 纲 Sphingobacteria 


菌 科 Sphingobacteriaceae 


门 Firmicutes 
Clostridia 


f Ruminococcaceae 


MeP IV Clostridium IV 


WE Acetivibrio 


Ei Ruminococcus 


科 Lachnospiraceae 


Hi Butyrivibrio 


Negativicutes 


求 菌 科 Acidaminococcaceae 


酸 菌 属 Succiniclasticum 


门 Proteobacteria 


y-4EJÉ PR 4]. Gammaproteobacteria 


IRAE} Succinivibrionaceae 


RHR 
HR 

3 W ie 
群落 生态 学 可 通过 单 


本 研究 通过 MiSeq ill Frakes A HALF I EA 


弧 菌 属 Succinivibrio 


相对 含量 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


Relative abundance 


64.37 
52.88 
36.26 
28.97 
3.08 
1.89 
1.17 
2.28 
2.28 
7.73 
3.93 
21.20 
17.03 
9.33 
1.77 
1.11 
1.53 
4.89 
0.81 
2.06 
1.62 
1.62 
7.59 
6.12 
2.03 
0.92 


样品 的 OTU 和 a- 多 样 性 分 析 来 反映 微生物 群落 的 丰 度 和 多 样 性 。 


16S rDNA 序列 


E56 763 条 ， 划 分 为 946 个 


OTU， 低 于 荷 斯 坦 牛 (1 800~2 939) 5-9 及 竺 牛 C6 642) 四 的 研究 结果 。Chao 指数 和 Shannon 


指数 也 相对 荷 斯 坦 牛 和 和 憾 牛 较 低 (836 vs. 1 311-4 242 和 4.96 vs. 6.23~8.28) B-I0。 说 明 锦 江 


牛 瘤胃 细菌 的 丰富 度 和 多 样 性 相对 较 低 。 瘤 胃 微 生物 的 多 样 | 


选择 和 协同 进化 的 结果 ， 宿 主动 物 的 进化 历程 的 差异 可 能 决定 其 瘤胃 的 差异 中 1。 锦江 牛 主 


= 


生 是 宿主 和 瘤胃 微生物 之 间 强 烈 


ninaXiv 合 作 期 刊 


88 ” 产 区 在 江西 省 西北 部 、 锦 江 中 游 ， 属 亚热带 湿润 气候 区 ， 狭 罕 的 分 布 范围 以 及 温和 的 气候 可 
89 ”能 导致 其 瘤胃 菌 群 丰富 度 和 多 样 性 低 。 男 外 ， 饲 粮 结构 也 是 影响 瘤胃 微生物 的 重要 因素 。 


90 Kobayashi 等 (A 研究 发 现 野 生动 物 和 半 家 养 动 物 瘤胃 菌 群 丰富 度 高 于 家 养 动 物 ， 认 为 这 是 由 
91 ”于 野生 动物 和 半 家 养 动 物 饲 料 的 复杂 度 相 对 较 大 。 因 此 ， 我 们 估计 饲 粮 结构 的 相对 单一 [以 
92 KAWE FRK) 和 稳 草 ( 冬 ) 为 主 ， 冬 季 补 饲 少量 玉米 ] 可 能 是 引起 锦江 牛 瘤胃 菌 群 丰 


93 ” 富 度 和 多 样 性 低 的 又 一 重要 原因 。 
94 在 大 多 数 研 究 中 ， 牛 瘤胃 中 最 主要 的 优势 菌 群 是 厚 壁 菌 门 ， 其 次 是 拟 杆菌 门 &13-15。 本 
95 ”研究 中 , 锦江 牛 瘤胃 内 最 主要 的 优势 菌 是 拟 杆 菌 门 (64.37% ), 厚 壁 菌 门 占 第 2 位 (21.20% ) 。 


96 “也 有 部 分 关于 和 荷 斯 坦 奶 牛 的 研究 结果 [16 与 我 们 一 致 ， 这 可 能 是 因为 饲 粮 差异 的 影响 。 李 亚 
5 97 ” 丹 [7 发 现 持续 喂养 芒 草 18 个 月 后 ,湘西 黄牛 瘤胃 中 拟 杆 菌 门 比例 由 16.33% 上 升 到 28.15%, 
= og 。 厚 壁 菌 门 比例 由 68.88% FEES 60.92%。 当 给 安 格 斯 和 荷 斯 坦 牛 饲 喂 高 纤维 的 狗 牙 根 时 ， 也 


© 99 ”发 现 瘤 角 细 落 的 拟 杆 菌 门 增加 09。 低 厚 壁 菌 门 与 拟 杆菌 门 比例 可 能 更 常见 于 高 纤维 饲 粮 。 
100 ”与 北方 牧草 相 比 ， 南 方 牧草 普遍 存在 更 加 易 粗 老 ， 粗 纤维 含量 高 的 特点 08， 长 期 高 纤维 饲 


( 1 1 m C 


N 101 ” 粮 可 能 导致 锦江 牛 瘤胃 内 拟 杆 菌 门 数量 增加 。 
ce 102 瘤 骨 微生物 在 种 及 亚 种 的 水 平 上 具有 较 高 的 多 样 性 ， 在 属 的 阶 元 不 多 。Jami 等 中 采集 


em 
CN 
~ 
" 
a 


103 ”了 16 头 泌乳 期 的 奶牛 瘤胃 内 容 物 样品 ， 通 过 焦 磷酸 测序 分 析 ， 发 现 不 同 个 体 中 有 51% 的 细菌 
104 ”分 类 相似 ,核心 菌 属 仅 有 32 个 。 本 研究 中 ， 有 44 个 属 存 在 所 有 个 体 瘤 角 中 ， 其 中 普 雷 沃 氏 阔 
a= 105 ” 属 是 数量 最 多 的 属 (28.97%) 。 普 雷 沃 氏 菌 属 遗 传 多 样 性 高 "20， 它 在 瘤胃 中 发 挥 着 重要 
© 106 ”作用 ,是 重要 的 演 粉 降解 菌 , 同时 还 具有 降解 重 白 质 、 小 肽 、 多 糖 等 多 种 代谢 产物 的 能 力 21-22。 
107 ”因此 ， 在 牧牛 外 、 奶 牛 0%. 呆 及 其 他 反刍 动物 ， 如 驯鹿 9 与 山羊 5 中， 都 发 现 普 雷 沃 氏 菌 属 


Fa 
ig 


108 EJA ARE A E o 


109 4 £Z i 


110 本 研究 通过 MiSeq 高 通 量 测序 技术 分 析 了 饲 喂 低 精 料 饲 粮 的 锦江 牛 瘤胃 细 戎 区 系 。 结 
111 ” 果 证 明 ,， 相对 其 他 大 品种 牛 而 言 ， 锦江 牛 瘤胃 细菌 多 样 性 较 低 ; 锦江 牛 瘤胃 中 最 优势 菌 门 为 


112 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes) ， 其 次 是 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) ; 普 雷 沃 氏 菌 属 (Prevotella) 是 


113 ”锦江 牛 瘤胃 中 最 优势 细菌 属 。 
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Analysis of Rumen Bacterial Diversity in Jinjiang Cattle Using MiSeq Sequencing Technology 

GAO Yufei OUYANG Kehui* QU Mingren XIONG Xiaowen WEN Qinggi XU Lanjiao 

(Jiangxi Province Key Laboratory of Animal Nutrition, Engineering Research Center of Feed 
Development, Jiangxi Agricultural University, Nanchang 330045, China) 

Abstract: The present study was designed to reveal the rumen bacterial diversity in Jinjiang cattle 

using MiSeq high-flux sequencing technology. Ruminal liquid samples were obtained from three 

Jinjiang cattles (bull) weighted (400320) kg with permanent rumen cannulas. Total DNA was 

extracted and the 16S rDNA V4~V5 of bacteria was sequenced by MiSeq sequencing technology. 

The abundance, distribution and a-diversity index of species were analyzed. The results showed 

that a total of 56 763 valid 16S rDNA sequences and 946 OTU across 3 samples were obtained. 

The richness indexes, Chao and Ace indexes, of ruminal bacterial were 836 and 841, respectively; 

and alpha diversity indexes, Shannon and Simpson indexes were 4.96 and 0.021 5, respectively. 15 

phyla, 23 classes, 26 families and 44 genera were identified via taxonomic summary. The 

dominant phyla among them were Bacteroidetes (64.37%), Firmicutes (21.20%) and 

Proteobacteria (7.59%). The most abundant classes were Bacteroidia (52.88%), Clostridia 

(17.03%), and Prevotellaceae (36.26%). Ruminococcaceae (9.33%) and Lachnospiraceae (4.89%) 

were the predominant family. At genus level, the high abundance of genera were Prevotella 

(28.97%), Paraprevotella (3.08%), Rikenella (2.28%), Clostridium IV (1.77%), Succiniclastium 


(1.62%) and Ruminococcus (1.53%). In conclusion, the diversity of rumen bacterial community in 
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Jinjiang cattle is low. Bacteroidetes is the predominant phylum and Firmicutes is the second most 
abundant phylum. Prevolla is the most abundant genus in the rumen bacterial community. 


Key words: Jinjiang cattle; rumenal bacteria; diversity; MiSeq sequencing 


